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Zur Therapie de$ Klimakterium virile und zur Entwickiung der mannlichen Se- 
xualorgane sowie zur mannlichen Fertilitatskontrolle werden Androgene, insbe- 
sondere Testosteron, eingesetzt. Aul&erdem besKzen diese Hormone auch par- 
20 tielle anabole Wirkkomponenten, die unter anderem das Muskelwachstum fdr- 
dem. 

Das Klimakterium virile 1st durch einen altersbedingten Ruckgang der korperei- 
genen Androgenproduktion gekennzeiclinet, so da& zu deren Beliandlung em 
25 Hormonersatz durchgefQhrt wird (HRT: hormone replacement tfierapy). 

Die LH-RH-Gabe zur mSnnlichen Fertilitatskontrolle fOhrt neben einer Vermin- 
derung der Spermatogenese auch zur AusschQttung von Li-I und zur Absen- 
kung von Testosteronspiegeln und Libido, die durch Verabreichung von Te- 
30 stdsteron-Arzneimitteln ausgeglichen werden {D.E.Cummlngs et al., "Prostate- 
Sparing Effects of the Potent Androgen 7a-Methyl-19-Nortestosterone: A Poten- 
tial Altemative to Testosterone for Androgene Replacement and Male Contra- 
ception", Journal ofClinicQl Endocrinology and Metabolism, Vol. 83, Nr. 12, Sei- 
ten 4212-4219 (1998)). ' 
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Mikrobiologische Verfohren zur l-lersteliung von 7a-substituierten 11a- 
Hydroxysteroiden, daraus herstellbare 7a,1 7a-substituierte 1 1 p-Halogen- 
steroide, deren Herstellungsverfahren und Verwendung sowie pharmazeu- 
tische Praparate, die dIese Verblndungen enthalten, sowie daraus hersfell- 
5 bareZa^substitulerte Estra-1p3,5(10)-triene ... 

Beschreibung: 

Die Erflndung betrifft mikrobiologische Verfahiren zur Herstellung von 7a-sub- 
10 stitulerten 11a-Hydroxysteroiden. daraus herstellbare 7a,17a-substitulerte 11P- 
Halogensteroide, Herstellungsverfahren fur letztere Verbindungen sowie deren 
Venwendung und phamiazeutische Praparate, die diese Verbindungen enthal- 
ten. Auiierdem betrifft die Erflndung weitere 7a-substituierte 1 1 P-Halogenste- 
roide, namlich 7a-$ubstituierte Estra-1 ,3,5(1 0)-triene, die aus den 7a-substitu- 
15 lerten 11a-Hydroxysteroiden erhaltlich sind. 
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Eine Komblnationstherapie unter Gabe von Androgenen und einer gestagen 
wirksamen Komponente kann zur Kontrolle der mdnnlichen rfertilitat angewen- 
det werden (siehe beispielsweise WO 01/60376 A sowie die darin zitferten Do- 
5 kumente). 

Bei einer Behandlung mit Testosteron hat sich gezeigt, daB sich Nebenwirkun- 
gen einstellen, insbesondere eine Vergrolierung.der Prostata durch nUmerische 
Zunahme der Zellen und Drusen des Stromas (BPH; benigne Prostatahyperpla- 
10 sle). Bei dem durch Sa-Reduktase vermittelten Metabolism us von Testosteron 
entsteht Dihydrotestosteron (DHT), das unter anderem zum Auftreten der BPH 
fuhren kann (Cummings et al., ibid.; WO 99/13883 A1). Die Inhibition der Sa- 
Reduktase wird daher zur Behandlung der BPH in der Klinik eingesetzt (Fi- 
nasteride). 

15 

Der schnelle Metabolismus des androgenen Steroids Testosteron im KOrper 
des Menschen fuhrt femer nicht nur zur Bildung des unerwunschten DHT, son- 
dem auch dazu, da& eine onaie Gabe hoher Dosen erforderlich ist, urn den ge- 
wQnschten Wirkspiegel von Testosteron zu erreiohen. Daher sind alternative 

20 Darreichungsfbmien, wie /./n.-lnjektionen Oder groKe Pflaster, nOt'g. 

♦ 

Zum Ersatz des Testostenons In den enA/ahnten Indikationsbereichen wurde 7a- 
Methyl-19-nortestosteron (MeNT) vorgeschlagen, das zum einen eine hShere 
biotoglsche Wirksamkeit als Testosteron aufweist da es eine hOhere Bindungs- 
25 affinitat zu den Andrdgenrezeptoren hat. Zum anderen widersteht es wegen 
CZy einer sterischen Hinderung .durch die 7d-Methylgruppe vermutllch der IVletaboli- 

sierung durch 5a-Reduklase (Cummings et aL, ibid., WO 99/13883 Al , WO 
99/13812 Al, US-A-5.342,834). 

30 Beim Metabolismus von Testosteron wird femer ein geringer Tell dieser Verbin- 
dung durch Aromatisierung des Ringes A des Steroldsystems zu Estradiol um- 
gesetzt, insbesondere im Gehim, In der Leber und im Fettgewebe. Estradiol ist 
hinsichtiich der Gesamtwirkung des Testosterone und dessen Metabollten 
ma&gebllch fur das geschlechtsspezrfische Verhalten und die Gonadotropin- 
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Regulation veranlwortiich. Daher ist dessen Wirkung ebenso w!e die des Te- 
stosterons fur den erwachsenen Mann a!s gunstig anzusehen (Cummings et at., 
ibid.). 

5 Allerdlngs hat sich herausgestellt, dali die Phanmakokrnetik von Testosteron 
nicht befriedigend ist. Insbesondere wird Testosteron bei oraler Darreichung 
scbneil wieder ausgescliieden, so daB die Wirksamkeit und Wirkdauer von da- . 
nnit hergestellten Arzneimlttein unbefriedigend ist. Daher wurden auch andere 
Testosteron-Derivate synthetisiert. Derartige Derivate sind unter anderem in 
10 US-A-5,952,319 beschrieben, insbesondere 7a-,1 1p-Dimethylderivate von 1 9- 
Nortestosteron, namlich 7a, 1 1 3-Dimethyl-17p-hydroxyestr-4-en-3-on, 7a,11 p- 
Dimethyi-1 7p-heptanoyloxyestr-4-en-3-on, 7a, 1 1 p-Dimethyi-l 7p-[[(2-cyclopen- 
tylethyl)-cait>onyl]-oxy]-^$tr-4-en-3-on, 7a, 1 1 (3-Drrnethyl-1 7p-(phenylacetyloxy]- 
estr-4-en-3-on und 7a.1ip-DimethyH7p-[[{trans-4-In-butyI]cydohexyl)-carbo- 
15 nyl]-oxy]-estr-4-en-3-on. 

Die genannten 7a, 1 1 p-Dimethylderivate weisen wie MeNT die vorgenannten 
Vorteile auf, einschlieftlich einer verbesserten Pharmakokinetik, d.h. deren 
Wirksamkeit und Wirkdauer sind gegenuber testosteron verbessert. iDiese be- 
20 rivate sind allerdings nur Qber einen aulwendigen Syntheseweg hersteilbar. 

Eine Synthase von Steroiden auf mikrobiologlschem Wege ist In EP 0 900 283 
B1 beschrieben. Dortwlrd angegeben, daB Estr-4-en-3,17-dton und Canrenon 
unter Verwendung eines Mlkroorganismus, ausgewShlt aus der Gruppe, umfas- 
25 send Aspergillus nigricans, Rhizopus anhlzus und StSmmen des Pestelotia, in 
<^i^^^ > das korrespondlerende 11a-HydroxyanaIogon transformlert werden kpnnen. 

Allerdings wird in der Beschreibungseinlertung auch auf Shibahara et al., B/o- 
chlm, Blophys. Acta, 202 (1970), 172-179 hingewiesen, die berlchtet haben, 
dass die mikrobiologische l la-Hydroxyiierungsreaktlon an Steroiden unvorher- 
.30 sagbarsei. 



A 



Von daher liegt der vorllegenden Erfindung das Problem zugmnde. Derivate 
des Testosterons zu finden, die gegeniiber einer Reduktion mittels 5a-Reduk- 
tase nIcht empfindlich sind, die auch eine verbesserte Pharmakokinetlk aufwei- 
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sen und die insbesondere leicht herstellbar sind. Ein sehr wesentlicher Aspekt 
der vorliegenden Erfindung besteht demgemaH darin. zur besseren Zuganglich- 
keit der Vorprodukte eIn Verfahren zu finden. mlt dem die Vorprodukte leicht 
herstellbar sind. 

Das der vorliegenden Erfindung zugrunde iiegende Problem wird gelOst durch 
mikroblologische Verfahren zur Herstellung von 7a-sub&tituierten Sterorden 
nach den Anspruchen 1» 3 und 6, 7a,17a-substituierte 1 1p-Halogensteroide 
nach Ansprtich 1 1 , Verfahren zur Herstellung 7a,1 7a-substltuierter 1 1 p-Halo- 

10 gensteroide nach den Anspruchen 23, 24 und 25, die Verwendung dieser 
7a,17a-substltuierten 1 1 p-Halogensteroide nach Anspruch 26, pharmazeuti- 
sche Praparate, die diese 7a,17a-substituierten 1 1 p-Halogensteroide enthalten, 
nach Anspruch 27 sowie 7a-substituierte 1 ip-Halogenestra-1 ,3,5(1 0)-triene 
nach Anspruch 21 . Bevorzugte AusfQhrungsformen der beanspruchten Ge- 

15 genstSnde sind In den Unieranspruchen angegeben. 



Definitionen: 

20 Die nachfolgenden Definftionen beziehen sich auf atle Telle der Beschrelbung 
und der AnsprQche sowie auf das aniiegende Schema I: 

Alle Gmppierungen, Reste oder sonstigen struktunellen EInheiten kSnnen je- 
weils unabhangig voneinander innerhaib der angegebenen Bedeutungsberei- 
25 che variiertwerden. 

Aiie Alkyi-, Alkyien-. Alkenyl-, Alkenylen-, Aikinyl-. Alkinylen-Gruppen konnen 
enfweder geradkettig oder verzweigt sein. Beispielsweise kanri eine Propenyl- 
gmppe durch eine der nachfolgenden chemischen Strukturen: -Ci-l=C-CH3, 
.30 -CI-l2-C=CH2, -C(CH3}=CH2 beschrieben werden. Somit fallen unter Ci- bis Cie- 
Alkyl beispielsweise Methyl, Ethyl, n-Propyl, /-Propyl. n-Butyl. ^Butyl, f-Butyl, n- 
Pentyl, /-Pentyl. t-Pentyl, neo-Pentyl, n-Hexyl, 1-Methyl-n-pentyl, 2-Methyl-n- 
pentyl, 3-IVIethyl-n-pentyl, 4-iVIethyl-r7-pentyl, l-Ethyl-n-butyl, 2-EthyI-n-butyl 
usw/ 
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Alicydisches AlkyI ist entweder ein Cydoalkyi oder ein mit einer Alkylgruppe 
Oder mehreren Alkylgruppen substituiertes CycloalkyI, das direkt uber den Cyc- 
foa(kylrlng Oder uber eine der Alkylgruppen gebunden ist. 

5 

In gleicher Weise ist ein alicydisches Alkenyl entweder ein Cycloalkenyl oder 
ein mIt eIner oder mehreren Alkenylgruppen oder mit eIner oder mehreren Al- 
kenyl- und Alkylgruppen oder mit einer oder mehreren Alkylgruppen substitu- 
iertes Cycloalkenyl oder CycloalkyI, das direkt Ober den Cycioalkenylring oder 
1 0 Qber eine der Alkenyl- oder gegebenenfalls Alkylgruppen gebunden ist, wobei 
mindestens eine Doppelblndung in dem alicyclischen Alkenyl enthalten ist. 

Aryl kann zum elnen Phenyl aber auch 1-Naphthyl, 2-Naphthyl sein. Aryl 
schlieBt gmndsatzlich auch Heteroaryl mit ein, insbesondere 2-, 3- und 4-Pyri- 
15 dinyl, 2- und 3- Furyl-, 2- und 3-Thienyl, 2- und 3-Pyrrolyl, 2-, 4- und S-lmldazo- 
lyl. Pyridazlnyl, 2-, 4- und 5-Pyrimidinyl sowie 3- und 4-PyridazinyL 

Halogen ist Fluor, Chlor, Brom oder lod. 



20 Pharmazeutisch vertrdgliche Additionssaize sind Saize der entsprechenden 
Verblndungen mit anorganischen oder organischen Sauren, beispielswelse mit 
Chlorwasserstoffsaure, BrcmwasserstofFsaure, lodwasserstoffisaure, Essig- 
saure. Citronensaure, Oxalsaure, Weinsdure und Methansulfonsdure. Die Ester 
kfinnen Insbesondere mft BemsteinsSure gebildet werden. 

25 

Hodigestellte ZIffem an den S\mibolen R, beispielswelse R'*^, bezeichnen de- 
ren Steliung am SteroidrlnggerUst, wobei die C-Atome Im SteroidringgerOst 
nach lUPAC-Nomenklatur numeriert smd. Hochgestellte Ziffem an den Symbo- 
len C, beispielswelse C''^, t>ezeichnen die Steliung des jeweiligen Kohlenstoff- 
30 atoms im Steroidringgerust. 
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Erfindungsbeschrelbunq: 

Die neuartigen mikrobiologischen Verfahren dienen zur Herstellung der 7a-sub- 
stituierten 1 la-Hydroxysteroide mit der allgemernen Formal 4,B: 




^ '^^^ worin 

die Gaippierung P-Q ist, wobel 

P ein Ci- bis C4-Alkylen und Q ein Ci- b!s C4-Alkyl- Oder Ci- bis 
C4-FluoraIkyl (Alky! teilweise oder vollstandig fluoriert) darstellen 
10 und die Grupplemng P-Q Ober P an das StenDidgrundgerust ge- 

bunden fst " 
R^^ fur H, CH3 Oder CF3 steht, und 
R^^ Methyl Oder Ethyllst 

15 In einer ersten Verfahrensvariante zur Herstellung dieser Substanzen wird ein 
geeignetes 7a-substltuiertes Steroid mit der allgemeinen Formel 3,A: 




3,A 



\ 
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worin R^, R''° und R''^ dleselben Bedeutungen haben wie fur die Verbindungen 
mit der allgemelnen Formel 4fB angegeben, 

unter VerWendung eines Mikroorganismus, ausgewShlt aus der Gmppe, umfas- 
5 send Aspergillus sp., Beauveria sp,, Glomeralla $p., Gnomonia sp., Haplospo- 
mlla 5p. und Rhizopus sp., in einem Verfahrensschritt hydroxyllert und oxidiert. 
Besonders bevorzugt sind Aspergillus awamori, Aspergillus fischeri, Aspergillus 
malignus, Aspergillus niger, Beauveria bas^ana. Glomerella cingulata, Gnomo- 
nia cingulaia, Haplosporella hesperedica und Rhizopus stotonifer, wobef insbe- 

1 0 sondere Aspergillus awamori (CBS), Aspergillus fischeri (ATCC 1 020), Aspergil- 
lus malignus (IMI 16061), Aspergillus n/ger (ATCC 9142), Beauveria bassiana 
(ATCC 71 59). Glomerella cingulata (CBS 1 5226, CBS 23849, CBS 98069, . 
ATCC 56596, ATCC 64682. IFO 6425), Gnomonia cingulata (CBS 15226). 
Haplosporella hesperedica (CBS 20837) und Rhizopus stolonifer (ATCC 15441) 

15 eingeseizt werden. 

Altemativ kann dieses mikn3bioIoglsche Hersteliverfahren auch in zwel Stufen 
durchgefOhrt werden, wobei die Hydrpxylrerungs- und die pxidationsreaktlon in 
aufeinander folgenden Reaktionsschritten ablaufen. Der Reaktionsablauf kann 
20 Qber die Reakfionsdauer gesteucrt werden: Indem die Reaktion belspielsweise 
nach etner bestimmten Reaktionszeit unterbroclien wird, kann die hydroxylierte, 
aber noch nicht oxidierte Spezies isoliert werden. Beide Verfahrensschritte kdn- 
nen dalier separat Oder in erner Misclifermentation durcligetiQhrt werden: 

25 IHierzu kann die Verbindung mit der allgemeinen Formel 3,A in einem ersten 
mikrobiologlschen Verfahrensschritt unter Ven^^endung eines ersten Mikroonga* 
nismus, ausgewShlt aus der Gruppe, umfaseend Aspergillus sp., Beauveria sp., 
Gibberella sp., Glomerella sp., Gnomonia sp., MetanhisJum sp., Nigrospora sp.; 
Rhizopus sp. und Verticillium sp., In 1 1-SteIlung hydrdxylieri werden, wobei sioh 

30 ein 7a-substitulertes Steroid mit efner Hydroxygnjppe In 1 1 a-Stellung bildet. 
Diese Verbindung hat die allgemeine Formel C: 
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worin R^ R^^ und R^^ dfeselben Bedeutungisn haben wie zuvor fur die Verbin- 
dungen mit der allgemeinen Fprmel 4,B angegeben. Besonders werden Asper- 
5 gilius maligna^, Aspergillus melleus, Aspergillus niger, Aspergillus ochraceus, 
Beauveria bassiana, Glbberel/a fujikurol, Gibberalla zeae, Glomerella cingulata, 
Glomarella fusaroides, Gr^omonla cingulata, Metarrhnaum anisopllae, NIgrospo- 
ra sphaerica, Rhizopus oryzae, Rhizopus stolonHBrund Verticllllum dahllae eln- 
gesetzt. Hierbei werden insbespndere Aspergillus malignus (IMi 16061), Asper- 

1 0 gillus melteus (CBS), Aspergillus niger (ATCC 1 1 394), Aspergillus ochraceus 
(NRRL 405, CBS 1 3252, ATCC 46504), Beauveria basslana (ATGC 71 59, IFO 
5838. ATCC 13144. IFO 4848. CBS 11 025/ CBS 12736). Gibberella fujikurol 
(ATCC 14842), Gibberella zeae (CBS 4474), Glomerella cingulata (ATCC 
10534, CBS 23849, CBS 23749. ATCC 16646, ATCC 16052. IFO 6459. IFO 

1 6 6425. IFO 6470. CBS 98069, IFO 7478. IFO 5257, ATCC 64682. ATCC 1 5470), 
Glomerella fusaroides (ATCC 9552), Gnomonia cingulata (CBS 16226). Me- 
tarrhizlum anisopliae (IFO 5940). Nigrospora sphaerica (ATCC 1 2772), Rhizo- 
pus oryzae (ATCC 4858, ATCC 341 02, ATCC 341 02), Rhizopus stolonifer 
(ATCC 6227b. ATCC 15441 ) und Verticillium dahliae (ATCC 1 1405) fur die 

20 Hydroxyllerung emgesetzL 

Das Zwischenprodukt C wird danach in einem zwerten mikrobiologischen Ver- 
fahrensschritt unter Ven/vendung eines 2weiten Mlkroorganismus, ausgewahit 
aus der Gruppe, umfassend Bacillus sp,, Mycobacterium sp., Nocardia sp- und 
25 Pseudomonas sp. , unter Bildung der 7a-substituierten 1 1 a-Hydroxysteroide mlt 
der allgemeinen Formel 4,B oxidlert. Besonders werden Bacillus lactlmortus. 
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Bacillus sphaericus, Mycobacterium neoaurum, Mycobacterium smegmatis, 
NocanJia corallina- Nocardla globervla, Nocardia minima, Nocardla restrictus, 
Nocardla rubmpertlncta, Nocardia salmonicolor und Pseudomonas festosteroni 
venvendet, wobei insbesondere Bacillus lactimorbus (ATCC 245), Bacillus 
5 sphaericus (ATCC 7055), Mycobacterium neoaurum (ATCC 9626, NRRL B- 
3683, NRRL B-3805), Mycobacterium smegmatis (ATCC 14468), Nocardia co- 
rallina (ATCC 31338) Nocardia globerula (ATCC 9356), Nocardia minima 
(ATCC 19150). Nocardia restrictus (NGIB 10027), Nocardia rubropertincta 
(ATCC 14352). Nocardia safmonicolor (ATCC 19149) und Pseudomonas 
1 0 festosteroni (ATCC 1 1 996) eingesetzt werden. 

In einer weiteren Verfahrensvariante kGnnen die Verbindungen mrt derallge- 




15 ° 

worin R''^ und R^^ dieselben Bedeutungen haben wie zu den Verbindungen 
mit der allgemeinen Fomiel 4,B angegeben, hergestellt werden. Diese Reaidion 
wird unter Venvendung eines Mikroorganismus, ausgewahit aus der Gruppe, 
umfassend, Aspergillus sp., Beauveria sp., Curvularia sp., Gibbereila sp,, G/o- 

20 merelta sp,, Gnomonia sp., Haplosporella sp., Helicostylum sp.. Nigrospora sp., 
Rhizopus sp. und Syncephalastrum sp., durchgefuhrt. wobei das Steroid- 
grundgerust in 11a-Stellung hydrbxyliert wird und somit das 7a-substitulerte 
11a-Hydroxysteroid mit der allgemeinen Formel 4,B entsteht. Bevorzugt werden 
Aspergillus alliaceus, Aspergillus awamori, Aspergillus fisctieri, Aspergillus ma- 

25 lignus, Aspergillus malleus, Aspergillus nidualans, Aspergillus niger, Aspergillus 
ochraceus, Aspergillus variemlor, Beauveria basslana, Cunrularia tunata, Gib- 
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berella zeae, Glomerella clngulata, Glomerella fusamides, Gnomonia cingulata, 
Haplosporella hesperedica, HaKcostyium pirrformae, Nigrospora sphaerica, Rhi- 
zopus oryzae und Syncephalastrum racemosum, wobei msbesondere AspergH- 
lus alliaceus (ATCC 10060), Aspergillus awamori (CBS), Aspergillus fischeri 
5 (ATCC 1 020), Aspergillus mallgnus (jMI i 6061 ), Aspergillus malleus (CBS), 
Aspergillus nidualans (ATCC 1 1 267), Aspergillus niger (ATCC 9 1 42, ATCC 
1 1 394), Aspergillus ochraceus (NRRL 405, ATCC 1 3252, ATCC 46504), Asper- 
gillus variecolor(ATCC 10067). Beauveria bassiana (IFO 5838, ATCC 13144, 
IFO 4848, CBS 1 1 025, CBS 1 2736, ATCC 71 59), Curvularia lunata (1X3), Gib- 
10 berella zeae (CBS 4474), Glomerella cingulata (ATCC 10534, CBS 23849, CBS 
23749, ATCC 16646, IFO 6459. IFO 6425, IFO, 6470, ATCC 1 5093, ATCC 
10529. IFO 5257. ATCC 56596, ATCC 64682), Glomerella fusaroides (ATCC 
9552), Gnomonia cingulata (CBS 1 5226), Haplosporella hesperedica (CBS 
20837), Helicostylum piriformae (ATCC 8992), Nigrospqra sphaerica (ATCC 
1 5 1 2772), Rhizopus oryzae (ATCC 4858) und Syncephalastrum racemosum (IFO 
4827) eingesetzt werden. 



Besonders geeignet sind Verfahren, bei denen 7a-substltuierte 1 1a-Hydroxyste- 
roide mit der allgemeinen Forme! 4,B hergestellt werden, in denen unabhSngIg 
20 voneinander far CH3 steht und/oder R" fiir H steht und/oder R^^ fOr CH3 
' ' stetit 

Das Verfahren wird in Qbllcher Weise durchgefOhrt. HIerzu wird typischen/veise 
zunachst eine sterllisierte NdhrlOsung fOr den Stamm hergestelH und diese 
25 Nahrlfisung dann mit der Kulturlosung de$ Stammes beimpft, um den Stamm 
anzuzQchten. Die auf diese Weise hergestellte VorkuKur wird dann auf einen 
^ Fenmenter gegeben, der ebenfalls mft einer geeigneten Nahrldsung beschickt 

ist. Vorzugsweise nach einer Anwachsphase fOr die Kuitur des Stammes mr6 
dann die Ausgangssubstanz zum Fermenter zugegeben. im vorliegenden Falle 
30 also entweder eine Verblndung mit der allgemeinen Forme) 3,A Oder eine Ver- 
j bindung mit der allgemeinen Formei D, so da& die erfindungsgemaRe Reaktion 

' abiaufen kann. Nach AbschiuB der Reaktion wird das StofFgemisch in her- 

i 
I 
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kommlicher Weise aufgereinigt, um das gewUnschte 7a-8Ubstituierte 11a- 
Hydroxysteroid zu Isolleren. 

Aus den so erhaltenen Verbindungen mit der allgemeinen Formel 4^B kOnnen 
weitere erfindungsgemalie Verbindungen mit ebenfalls erfindungsgemallen 
Herstellverfahren synthetisiertwerden. Insbesondere stellen die 7a.17a-substi- 
tuierten 1 1 p-Halogensteroide mit der allgemeinen Fomnel 8,10,12: 



c 



R17 
= JOR^^ 




8,10,12 



10 



wonn 



15 



20 



25 



U-V-W-X-Y-Z fur eine der Ringstmkturen C^-C^-C^-C^=C^-C^^ 
C^-C2-C^-C*-C^=C^'* Oder C^-C^-C^-C^-C^-C^^ steht, wobei In diesem Fall 
elne Oxpgaippe (=0) an W (=C^) gebunden ist, oder fur die Ringstruktur 
C^=C^-C^=C^-C^=C®, wobel in diesem Falle der Rest OR^ an W (= C^) 
gebunden ist 

fur H, Ci- bis C4-Alkyl, Ci- bis C^-Alkanoyl oder einen cycilschen C3- 

bis C7-Ether mit dem 0-Atom des OR^-Rests steht, 

R^ die Gruppierung P-Q ist, wobel 

P eln Ci- bis C4-Alkylen und Q ein Ci- bis C4-Alkyl- oder Ci- bis 
C4-Fluoralkyl (AlkyI teilweise oder vollstandig fluoriert) darstellt und 
die Gruppierung P-Q Qber P an das Steroidgaindgeriist gebunden 
Ist/ 

R''^ a- oder p-stSndig sein kann und fur H, CH3 oder CF3 steht und nur 
dann vorhanden Ist, wenn X-Y-Z nlcht C*-C^=C^° ist, 
R^^ eln Halogen ist, 
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R^^ Methyl Oder Ethyl ist, 

R^^ fur H, Ci- bis Cie-AlkyI, alicyclisches Ci- bis Cis-Alkyl, Ci- bis C18-AI- 
kenyl, alicyclisches Ci- bis Cis-Alkenyl, Ci- bis Cie-AIkinyl, Ci- bis Cia- 
Alkylaryl, Ci- bis Cs-Alkylennitrll Oder fur die Gruppierung P-O steht, wo- 
5 ber die Gruppierung P-Q die vorgenannte Bedeutung hat, 

R^^' fgr H, Ci- bis Ci5-Alkyl, alicyclisches Ci- bis Cis-AlkyI, d- bis Cis-Al- 
kenyl, alicyclisches Cr bis Cis-Alkenyl, Or bis Ci8-Alkinyl Oder Ci- bis 
Cie-Alkylaryl steht, wobei R^'" auch Gber eine Ketognjppe an die 17|3- 
Oxygruppe gebunden sein kann, und wobei R**^' auch zusatzlich mit einer 
1 0 Oder mehreren Gnjppen NR^^R^® oder einer oder mehreren Gruppen 

SOxR^*^ substituiert sein kann, wobei x = 0. 1 oder 2 und R^^ fV^ und R^ 
Jewells unabhangig voneinander dieselbe Bedeutung wie R"^^ haben kon- 
nen. 



j 15 sowie deren pharmazeutisch vertragiiche Additionssaize, Ester und Amide vor- 

teilhafte Wirkstoffe dar, Diese durch weitere Verfahrensschritte aus dem 7a- 
substituierten 1 la-Hydroxysteroid mrt der allgemeinen Forme! 4,B erhaltlichen 
Verbindungen sind wertvolle Wirkstoffe mit stark androgener Wirkung ohne die 
erwahnten Nebenwirkungen. Diese Verbindungen eignen sich zur Heretellung 

I 20 von Arznelmittein und insbesondere von wirksamen Kontrazeptiva und von 

Wirkstoffen zur HormonersatztherBple (HRT), 



Falls R^^' mit einer Gruppe NR^^R^^ zusatzlich substituiert ist, kann es sich hier- 
bel um eine Methylamlnor, Dtmethylamino-, Ethylamino-. DIethylamIno-, Cydo- 
25 hexylamino-, DicyclohexylaminO', Phenylamino-, Diphenylamino-, Benzylamino- 
(fph w Oder Dibenzylamlnogruppe handeln. 



Besonders geelgnete 7a.1 7a-substituierte 1 1 p-Halogensterolde mit der allge- 
meinen Formel 8,10/12 sind Verbindungen, bei denen U-V-W-X-Y-Z fOr die 
30 Ringstruktur C'*-C^-C^-C*=G*-C''°, C^-C2-C^-C*-C^=C'*^ oder 
Ci^c2.C^=C^-C®=C^° steht. 

Im ersten Fall (U-V-W-X-Y-Z = C^-C2-C^-C^=C^-C^°) handelt es sich um Ste- 
roide mit der allgemeinen Formel 10: 
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Dl7 

13 = ORir 




10 



Cm 



Im zwerten Fall (U-V-W-X-Y-Z = C^-c2-C^-C^-C^=C^°) handelt es sich urn Ste- 
rolde mit der alfgemeinen Formel 12: 

. R17 

Rl3 i ^ORIT" 




12 



Bel den Verbindungen mIt den allgemeinen Formein 10 und 12 handelt es sich 
um androgene Verbindungen. 



10 Im dritten Fall (U-V-W-X-Y-Z = C1=C2-C3=C4.C5=C6) handelt es sich um Ste- 
rolde mit der allgemeinen Fomiel 8: 
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8 

Diese Verbindungen sind Estrogene (Estrogenrezeptor-affine Verfaindungen). 
5 In alien drei Fallen haben die Reste R^. R^ R^^, P}\ R^^. R^^ und R^^ dieselben 




Bedeutungen wie die entsprechenden Reste in der allgemeinen Forniel 



Vonojgsweise stehen unabhangig voneinander R'' fOr H und/oder R^ fur CH3 
und/oder R^^ far Fluor und/oder R" fur CH3 und/oder R^^ fur H, CH3. Ci- bis 
Ci8-Alklnyl, insbesondere Ethinyl, CH2CN Oder CF3 und/oder R^'" fur H: 

Besonders geeignete erfindungsgemalie 7aJ7a-subst]tuierte 11p-Halpgenste- 
roide mtt der allgemeinen Formel 8,10,12 sind: 

17a-Ethinyl-11p-fIuor-17p-hydroxy-7a-methyIestr-4-en-3-on (Formel 10) 
17a-Ethmyl-11(3-fluor-17p-hydroxy-7a'methyIestr-5(10)-en-3-on (Forme! 12) 
17a-Ethinyl-11p-fluor-7a-methylestra-1 ,3,5(1 0)-trien-3,17|3<llol (Fonmei 8). 

Zur Herstellung dieser Verbindungen kOnnen folgende Herstellungswege ein- 
geschlagen werden: 

Zur Herstellung von 7a.17a-substituierten 11p-Halogensteroiden mit der allge- 
meinen Forniel. 10, in denen U-V-W-X-Y-Z fiir die Ringstruktur 



10 



15 



O 4 



20 
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C^-C^-C^-C^=C^-C^° steht, werden als Ausgangssubstanzen die mrt dem erfin- 
dungsgemsaen mikrobiologischen Herstellungsverfahren ertialtllchen 7a-sub- 
stituierten 1 1a-Hydroxysteroide mit der atlgemeinen Formel 4rB eingesetzt. 

In einem ersten Synth^seschritt werden diese so erhaltenen 7a-substituierteh 
11a-Hydroxysteroide durch nuKleophile Substitution mIt eInem Halodehydroxy- 
lierungsreagens in die entsprechenden 7a-substitulerten 1 1 (3-Halogensteroide 5 
umgewandelt: 




[Haio- 

dehydroxylterviig] 




10 



4,B 



15 



Als iHalodehydixixyfierungsreagidntt^ kdmmen alle hierfQr Qblichen Verbindun- 
gen In Frage, beispielsweise Fluor-. Chlor, Bnom- oder lodwasserstoffsaure, 
Thionyfcliiorid oderThionylbromld, Phosphorpentachlorid, Phosphoroxychlorid, 
N-Chlorsucclnimid, Triphenylphosphin/Tetrachlorkohlenstoffp HF/Pyrfdin oder 
Diethylaminoschwefeltnfluorid odervorzugswelse Nonaflylfluorid/1,5-Diazabi- 
cyclo[5.4.0]undecen. 



o 



Aus 5 wfrd ansclilieliend durch selektlve Alkylferung an C^^ des Ringgeriists die 
20 Verbindung 10 hergestellt (siehe hierzu Schema I). Zur selektiVen Alkyiierung 
konnen ubiiche Alkylierungsreagentien venvendet werden, beispielsweise 
Grignardverblndungen und organometaHlsche Verbindungen, insbesondere Al- 
kylltthlum-Verblndungen. Beispielsweise kann zur Herstellung des entspre- 
chenden 17a-Ethinyl-17p-hydroxy-estr-4-?en-3-ons aus dem Estr-4-en-3,17-dion 
25 Ethinylmagnesiumbromid als Alkylierungsagens verwendet werden. 



Zur Herstellung der 7a, 17a-substituierten 1 1 p-Halogensteroide, in denen 
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U-V-W^X-.Y-Z fur die RIngstruktur 0^-02-0^-0^-0®=^° steht und die die allge- 
meine Formel 12 haben, werden die Verbindungen mit der allgemeinen Formel 
10 eingesetzt und isomerisiert, so deli die A'^-Doppelbindung in eine A°^^^^- 
Doppelbindung isomerisiert wird. Urn die 3-Ketogruppe zu schotzen, wild hierzu 
zundchst ein cyclischer Ether in 3-Stellung gebildet. Anschlie&end wird die A"^- 
Doppelbindung in die A^^^^-Doppelblndung Isomerisiert. wobei 5ich das 7a,17a- 
substrtuierte 1 1 ^-Halogensterold mK der allgemeinen Formel 12 blldet, und die 
Schutzgruppe wieder abgespalten. 



10 Zur Herstellung der weiteren 7a,17a-substituierten 1 1 p-Halogensteroide mit der 
allgemeinen Forniel 8, In denen U-V-W-X-Y-Z ffir C''=o2.C^=C^-C®=C^° steht, 
wird wie folgt vorgegangen: 

Zunachst wird wie zuvor bereits beschneben, aus dem durch mikrobiologlsche 
15 Hydroxylierung und Oxidation erhaltenen 7a-substituierten 1 la-Hydroxysteroid 
m'rt der allgemeinen Formel 4,B durch Halodehydroxylierung in einer nukleo- 
philen Substltutionsreaktion das entsprechende 11 p-Halogensteroid mit der all- 
gemeinen Formej. 5 gebildet _ . _ , ^ 



20 Aus diesem wird dann durch Oxidation, beispielsweise mit einem Kupfer{II)- 
Salz, ein 7a-substituiertes Estra-1 ,3,5(1 0)-trien mit der allgemeinen Formel 6 
gebildet: 



• 




25 
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worin R^, R^, R^'' und R'^^ dieselben Bedeutungen haben wie yorstehend be- 
zeichnet. Sofem R' fQr H steht, konnen diese Verbindungen unmitlelbar syn- 
thetisiert werden. Soil ein anderer Rest als H fOr R^ stehen, mOssen die ent- 
sprechenden Ether Oder Ester auf bekannte Weise gebildet werden, nachdem 
5 der 1 ,3,6(1 0)-Trienring durch Oxidation gebildet worden ist. 

Auch die 7a-substrtuierten 11p-Halogenestra^1, 3,5(1 0)-triene mit der allgemei- 
nen Formel 6 sowie deren pharmazeutisch vertragliche Addltlonssaize, Ester 
und Amide sind neu und werden daher als Zwischenprodukte bei der Synthase 
10 der ebenfalls erfindungsgemaBen 7a,1 7a-substituierten 1 1 p-Halogensteroide 
mit der allgemeinen Formel 8 beansprucht 

Ein besonders bevorzugtes 7a-substituiertes 11p-Halogenestra-1, 3,6(1 0)-trien 
mrt der allgemeinen Formel 6 ist 1 ip-'FIuor-3-hydroxy-7a-methylestra-1 ,3,5(10)- 
15 trien-17-on. 

Aus dem 7a-substftuierten 1 1|3-Halogenestra-1 ,3,5(1 0)-trien mit der allgemei- 
nen Formel 6 kann in gleicher Weise,. wie zuyor fur die Synthese der Verbin- 
dung mit der allgemeinen Formel 10 beschrieben ist, durch selektive Aikylie- 
20 rung am C''^ des Ringgerusts das erfindungsgemaBe 7a,17a-substitulerte 1 ip- 
Hatogensteroid mit der allgemeinen Fonmel 8 gebildet werden. 

Weiterhin konnen aus den durch mikrobiologische Hydroxyllerung und Oxida- 
tion aus den 7a-substitulerten Steroiden mit der allgemeinen Formel 3,A oder D 
25 gewonnenen Substanzen mit der allgemeinen Formel 4,B auch die 7a-substi- 
tuierten 1 1 p-Halogensteroide mit der allgemeinen Formel 9 hergestelit werden, 
die ebenfalls androgene Wirkung aufweisen: 
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worin R^, R^'' und R''^ dieselben Bedeutungen wie sajvor angegeben haben. Ei^ 
ne besonders bevorajgte Verbindung 1st 1 1 p-Fluor-1 7$-hydroxy-7a-methylestr- 
5^ 4-en-3-on* Die Verbindungen mit der allgemeinen Formel 9 sowie deren phar- 
mazeutisch vertraglichen Additlonssaize, Ester und Amide weisen ebenfalls 
androgene Wirkung auf. 



Zur Herstellung der Verbindungen mit der allgemeinen Fonmel 9 wird das Estr- 
1 0 4-en-3,1 7-dion 5 zum 1 7p-Hydroxy-estr'4-en-3-on 9 reduziert. belsplelsweise 
mtt eiriem Borhydrid, — - — 



Q 



Die Verbindungen mit der allgemeinen Fomrtei 9 kOnnen weiterhin in die ent- 
spreclienden 7a-substituierten 1 1 p-Halogenestra-5(1 0)-ene: 



15 




wobei R^, R''°, R^"^ und R**^ die Bedeutungen wie in der allgemeinen Fomnel 
8/10,12 habenp 



FAXG3 Nr: 152285 von NVS:FAXG3.l0.0201/03067000670 an NVS:PRINTER.0101/LEXMARK2450 (Seite 21 von 48) 
Datum 24.07.02 16:00 - Status: Server MRSDPAM02 (MRS 4.00) ubemahm Sendeauftrag 
Betreff: 48 Seite(n) empfangen 



16:03 



Pfl EFFERT, BRESSEL UND KOLLEGEN ^ 0P08921952221 



19 



umgewandelt wertien. Hierzu werden die Verblndungen mit der allgemeinen 
Formel 9 durch Verschiebung der A^-Doppelbindung m eine A^^^^^-Doppelbin- 
dung isomerisiert, Um die 3-Ketogruppe zu schutzen, wird hierzu zunachst efn 
cyctischer Ether in 3-Stellung gebildet. AnschlieSend wird die A'^-Doppelbfndung 
in die A^^'^^^-Doppelbindung Isomerisiert, wobei sich das vorstehend angegebe- 
ne 7a-substituierte 1 1 3-Haiogen$teroid bildet, und die Schut^ruppe anschlie- 
&end wieder abgespalten. 



Schlielilich konnen aus den Verblndungen mit der allgemeinen Formel 5 durch 
10 Isomerisierung der A^-Doppelbindung in die A^^'^^^-Doppelbindung auch die ent- 
sprechenden 7a-substltuierten 11p-Halogenestra-5(10)-ene: 

.o 




wobei R'', R^°, R" und R^* die Bedeutungen wie In der allgemeinen Formel 
15 8,10,12 haben. 



umgewandelt werden. Hierzu werden die Verblndungen mit der allgemeinen 
Fomiel 5 durch yerschfebung der A^-Doppeibindung In eine A^^°^-DoppelbIn- 
dung isomerisiert. Um die S-Ketogruppe zu schOtzen, wird hierzu wiederum zu- 
20 nachst ein cyclischer Ether in 3-Steliung gebildet. AnschlieKend wird die A^- 
Doppelbindung in die A^^^^-Doppelbtndung isomerisiert, wobei sich das vorste- 
hend angegebene 7a-substituierte llp-Halogensteroid blldet, und die Schutz- 
gruppe schlieiilich wieder abgespalten. 



25 Aile genannten Verblndungen konnen auch werter verestert oder verethert wer* 
den, sofem entsprechende Hydroxygruppen in 3- oder 17p-Stellung vorhanden 
sind, Beispielsweise kann die Verbindung 9 in einen entsprechenden 17p-Ether 
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Oder 1 73-Ester umgewandelt werden, Eine bevorzugte Verbindung ist 1 1 p- 
Fluor-17P-(4-sulfamoylben2:oxy)-7a-methylestr-4-en-3-on. AIs Substltuenten am 
Oxy-Sauerstoffatom an C^^ kommen gaindsatzlich dieselben Reste (n Frage, 
die auch fQr R**^' angegeben sind. 

5 

Insbesondere die 7a,17a-substrtulerten 1 1p-HaIogensteroide mit der allgemei- 
nen Formel 8,10,12 sind geeignet zur Herstellung von Arznelmlttein. Daher 
bezieht sich die vortiegende Erfindung auch auf die Verwendung der genannten 
Verfoindungen mit der allgemeinen Formel 8,10,12 zur Herstellung von Arz- 
1 0 nelmittein sowie auf pharmazeutische Praparate, die mindestens eine der ge- 
nannten Verbindungen mit der allgemeinen Formel 8,10,12 sowie mindestens 
einen piiarmazeutisch vertraglichen Trager entiialten. 



Beiden erfindungsgemalSen 7a.17a-$ubstltuierten 1ip-Halogensteroiden mit 
1 5 der allgemeinen Fonmei 10,12 handelt es sich um Verbindungen mit stark 

androgener Wirkung ohne die genannten Nebenwirkungen, belspielsweise Sti- 
mulation der Prostata (insbesondere keine benlgne Prostatahyperplasle). Die 
; - - Verbindungen sindJeicht synthetisierbar. Es sich gezeigt, daR die erfindungs- . . 

gemaHen Verbindungen mit der allgemeinen Formel 10 Oder 12 nicht nur zur 
20 mannliclien HRT eingesetzt werden konnen, sondem dali sich diese Verbin- 
dungen auch ohne zusatzliche Verabreichung von werteren Wirkstoffen als 
wlrksame mannliche Kontrazeptiva eignen, wenn eine ausreichende Dosierung 
vorgenommen wird, um den Blutspiegel von LH, von im K6rper pnoduziertem 
Testosteron sowie von FSH (foliikelstimulierendes Homion) genugend abzusen- 
25 ken. Dies llegt daran, dali die erfindungsgemaBen 1 1 p-Halogensteroide die 
jPI Ausschuttung von LH und FSH inhlbieren. LH stimuliert die Leydig-Zellen, so 

daB Testosteron sezemiert wird. Wird der Blutspiegel von LH niedrig gehaiten, 
sinld auch die korpereigene TestosteronausschOttung. Testosteron wird fur die 
Spermalogenese benofigt, wShrend FSH die Keimzellen stimuliert. Daher sind 
30 fOr eine wirksame Spenmatogenese ausreichend hohe FSH- und LH-Blutspiegei 
erforderiich, wobei ein ausreichend hoher LH-Blutspiegel zu der fUr die Sper- 
I matdgenese erforderlichen Tesiosteron-Ausschattung fQhrt. 
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Da eine Behandiung ausschlieaiich mitden 7a,17a-substrtuierten Hp-Halogen- 
steroiden ohne zusdtzliche Wirkstoffe zur Sterilisation bereits zur wirksamen 
mdnniichen Kontrazeption fuhren kann, kann die Verabrelchung eines hierfbr 
geeigneten Arzneimittels wesentlich vereinfacht und die Kosten der Anwendung 
5 deutlich gesenkt werden. 

Die erfiridungsgemalien 7a,1 7a-substituierten 1 1 P-Halogensteroide kSnnen 
auch in Kombination mit einem Gestagen eingesetzt warden, um die mannllche 
Fertilitat zu kontnollieren. 

10 

Oberdies inhibieren die erfindungsgemaRen 7a,17a-substituierten 1 ip-Halo- 
gensteroide wirksam 6a-Reduktase und die Steroid- 1 1 -Hydroxylase [CYP1 1 B 
(P450c1 1 ), G.Zhang, W.LMiller, Journal of CUnical Endocrinology and Metabo- 
lism, Vol 81 , Seiten 3254-3256 (1996)]. so da& beispielsweise selekliy die Sti- 
1 5 , mulation der Prostata vermieden wird und diese Verbindungen eine verbesserte 
Pharmakokinetik aufweisen. Die inhibition der 11 -Hydroxylase fuhrt zu einer 
vermindeiten De^aktivierung der androgenen Verbindungen und zu deren ver-r 
ringerter Ausscheidung aus dem menschlichen Korper. Dadurch sind die Wirk- 
samkeit und Wlrkdauer dieser Verbindungen gegenOber bekannten Verblndun- 
20 gen insbesondere nach oraler Applikation verbessert. 

Aus den vorstehenden Grunden eignen sich diese Verbindungen besonders zur 
Anwendung in der mannlichen Fertilitatskontrolle sowie zur Androgenersatzthe- 
raple mit vermlnderter Neiguhg zur 5a-Reduktion bei gleichzeitig erhaltener Aro- 
25 matisierbarkeit zu estrogenen Stenoiden und gQnstigem Einflufi auf Serumllplde 
\C2J ^ und das Zentralnervensystem. 

I ■ 

Die androgene Wirkung und die Feststellung, dass die genannten Nebenwir- 
kungen nicht auftreten, wurd.e mit einem Samenbiasentest fQr die erflndungs- 
30 gemaiien Verbindungen mit den allgemelnen Formein 1.0 und 1.2: ermlttelt. Die 
Wlrksamkeit der erfindungsgemaf^en Verbindungen mit der allgemeinen Formel 
8 wurde mit einem Uteaiswachstumstest auf estrogene Wirkung QberprOft. 
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Die erfindungsgemalien 7a,1 7a-subsltuierten 1 1 prHalogensterolde mit der all- 
gemeinen Formel 10 Oder 12 bzw. die erfindungsgemaRen pharmazeutischen 
Pr^parate, die diese Verbrndungen enthalten, eignen sfch hervorragend zur Be* 
harrdlung von nicht-sterilen mSnnllchen Personen sowie grundsatzllch auch von 
5 mannlichen Sdugetieren. Eine Anwendung zur mannlichen Kontrazeption fuhrt 
dazij, daK die mannllchen Personen nur vprQbergehend steril werden. Nach 
Beendigung der Anwendung der erfindungsgemaBen Wirkstoffe bzw. der phar- 
mazeutischen Praparate wird der ursprungliche Zustand wieder erreicht, $o dafl 
die mannliche Person nfcht mehr steril ist und die Spemnatogenese wieder im 
10 ursprilnglichen Umfange stattfindet. Um den Zustand dervoriibergehenden Ste- 
rilitat Qber einen gewunschten Zeitraum l<onstant zu en-eichen, ist die Verabrel- 
chung des Wirkstoffes bzw. des PrSparats kontinuierllch durchzufuhren, wobei 
die Verabreichung je nach der Anwendungsform taglich, in einem kOrzeren oder 
auch in einem grolSeren Zeitabstand periodisch zu wiederholen ist. Nach Been- 
15 digung der einmaligen oder wiederholten Verabreichung des Wirkstoffes Oder 
des Praparats wird der nicht-sterile Zustand der mannlichen Person gegebe- 
nenfalls nicht sofort sondem erst langsam wiedertiergestelit, wobei die hierfur 
erforderliche Zeitspanne von verschiedenen Faktoren, beispielsweise von der 
Doslerung, der Korperkonstitution der Person und der parallelen Gabe anderer 
20 Arznelmittel, abhangt. 
• . ■ . 

Falls der Zweck der Anwendung in der Kontrazeption besteht, mu& die Dosie- 
aing der7a,17a-sub$tituierten 11|3-Halogensteroideso hochelngestellt werden, 
da& die Blutspiegel von LH und FSH jeweils hfichstens 2,5 I.E./mI (I.E.: Intema- 
26 tlonale EInherten), msbesondere hochstens 1,0 KE./mi, und von Testosteron 
{^J jil^ h5chstens 10 nmol/l, insbesondere hochstens 3 nmol/l, betragen. 



Fans die erfindungsgemdilen 7a,17a-substrtuierten 1 1 p^lalogensterolde zur 
HRT eingesetzt werden soilen, ohne dalS eine Kontrazeption erreicht werden : 
30 soli, wird die Dosienjng niedriger angesetzt FQr diesen Fall werden Wirksplegel 
angestrebt. die Blutspiegel fiur LH und FSH von Jewells mehr als 2,5 I.E./ml und 
fur Testosteron von mehr als 1 0 nmol/l ermSglichen. 
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Die zur Einstellung des Blutspiegels von LH, FSH und Testosteron benStigten 
Dosierungen der erfindungsgema&en 7a,17a-substituieiten Hp-Halogenste- 
rolde mft der allgemeinen Formel 10 oder 12 hangen von einer Vielzahl von 
Faktoren ab und mussen daher anwendungsspezifisch bestfmmt werden. Zu- 
5 ndchst ist die Dosierung naturlich von der Art der Theraple abh^nglg. Fails die 
Verfaindungen zur mflnnlichen Kontrazeption eingesetzt werden sollen, mOssen 
wesentlich hohere Dosen gegeben werden als bel einem Elnsatz zur HRT. Fer- 
ner richtet sich die Dosierung auch nach der Art des 7a.17a-substftuierten lip- 
Halogensteroids und dessen Bioverfugbarkeit. Femer 1st die Art der Anwendung 
10 wesentlich fQr die zu appllzlerende Menge. SchlieRlich hangt die Dosierung 
auch von der Korperkonstitution der anwendenden Person und von weiteren 
Faktoren ab, beispielsweise dem Umstand/ob parallel weitere Arzhelmittel ge- 
geben werden. 



15 Die Verbindungen kdnnen oral und parenteral, beispielsweise Lp. (intraperito- 
neal), Lv. (intraven5s), Lm. (intramuskular) oder perkutan, verabrelcht werden. 
Die Verbindungen konnen auch in das Gewebe implantiert werden. Die zu ver- 
abreichende Menge der Verbindungen kann innertialb eines weiten Berelches 
schwanken, soweit eine wirfcsame Menge applizieri wird. in Abhangigkeit von 
20 dem zu behandelnden Zustand und der Art der Darrelchung kann die Menge 
der verabreichten Verbindung in einem weiten Berelch varileren. Beim Men- 
schen liegt die tSgliche Dosis im Bereich von 0,1 bis 100 mg. Die bevorzugte 
taglfche Dosierung beim Menschen betrSgt 0,1 bis 10 mg. Die Dauer der An- 
wendung hangt von dem zu erreichenden Zweck ab. 
25 . . 

^ Zur Anwendung kommen Kapsein, Plllen, Tabletten, Drag§es, Cremes, Salben, 

Lotionen, Fidesigkeiten, wie Sirupe, Gete, injizierbare Russigkeiten. belspiels- 
weJse zur /.p.-, /.v:-, Lm.- oder perkutianen lnjektion« usw. In Frage, wobei die 
' einzelnen Darreichungsformen die erflndungsgemaiien Verbindungen je nach 
30 deren Art allm^hlich oder die gesamte Menge in kurzer Zeft an den Kdrper ab- 
geben. 

Zuroralen Verabreichung werden Kapsein, Pillen, Tabletten, Dragees und 
FIQsslgkeiten oder andere bekannte orale Darreichungsformen als pharmazeu- 
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tische Praparate eingesetzt. In diesem Falle konnen die Arzneimittel in der Wei- 
$e fonmullert sein, da& sie die Wirkstoffe entweder in kurzer Zeit freisetzen und 
an den Korper abgeben oder eine Depotwirkung auftveisen, so dali eine linger 
anhaltende, langsame Zuftjhr von Wirkstoff zum Korper erreicht wird. Die Do- 
5 si'emngseinheiten konnen rteben dem 7a,17a-substituierten 1 1 p-Halogensteroid 
elnen oder mehrere pharmazeutisch vertragliche Trager enthalten, bei- 
spielsweise Stoffe zur Einstellung der Rheologie des Arzneimittels, oberfla- 
chenaktive Stoffe. Losungsvermtttler, Mikrokapseln, Mikropartikel, Granulate, 
Verdunner, Bindemittel, wie Starke, Zucker, Sorbit und Gelatine, femer Full- 
10 stoffe. wie Kieselsaure und Talkum, Gleitmtttel, Farbstoffe, Duftstoffe und an- 
dere Stoffe. 



Die erfindungsgemalien 7a, 17a-substituierten 11 p-Halogensteroide k5nnen 
insbesondere auch in Form einer Losung formuHert werden, die fur die orale 
15 Verabrelchung bestimmt ist und die neben dem aktiven 1 ip-Halogensteroid als 
folgende Bestandtefle ein pharmazeutisch vertrdgliches Ol und/oder eine phar- - 
mazeutisch vertragliche lipophlie, oberflSchenaktive Substanz und/oder eine 
pharmazeutisch vertragliche hydrophile, oberflachenaktive Substanz und/oder 
ein pharmazeutisch vertragliches mit Wasser mischbares Losungsmittel enthdlt. 
• 20 Hier2uwirdauBerdemaufWO-A-97/21440venviesen. 

! Unl eine bessere BioverfQgbarkelt des Steroids zu enneichen, konnen die Ver- 

' bindungen auch als Cyclodextrtnchlatrato fbmiullert werden. Hierzu werden die 

Vertlndungen mit a-, p- oder Y-Cyclodextrin oder deren Derivaten umgesetzL 

25 

{^j Wk Flails Cremes, Salben, Lolionen und du&erllch anwendbare FIQssigkeiten einge- 

j ' w setzt werden sollen, mQssen diese so beschaffen sein, da& die erfindungsge- 

ma4len Verblndungen dem Korper in ausr^ichender Menge zugefuhrt werden. 
fn diesen Dan-elchungsformen sind Hllfsstoffe enthalten. beispielsweise Stoffe 
30 zur Einstellung der Rheologie der Arzneimittel, oberflachenaktive Mittel, Kon- 
J servierungsmrttel, LSsungsvermlttler, Verdiinner, Stoffe zur Erh5hung der Per- 

meatlonsfahigkeit fur die erfindungsgemSRen Steroide durch die Haut, Farb- 
stoffe, Duftstoffe und Hautschutzmittel, wie Konditionierer und Feuchteregulato- 
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ren. 2Iusammen mit den erfindungsgemaKen Steroiden konnen auch andere 
Wirkstoffe In dem Araielmlttel enthalten sein. 

Zur parenteralen Verabreichung kfinnen die Wirkstoffe in einem physiologisch 
5 vertraglichen VerdQnnungsmittel geldst bder $u$pendiert sein. Als VerdQn- 
nungsmittel werden sehr haufig Ole mit oder ohne Zusatz eines L5sungsver- 
mittlers, eines oberfiSclienaktiven Mittels, eines Suspendrer- oder Emulgiermit- 
tels venwendet. Beispiele fQr verwendete Ole sind OHvenol, ErdnuBol, Baum- 
wollsamenol. Sojabohnenol, Rizinusol und Sesamol. Zur Fomnulieaing eines 
1 0 injizierbaren Praparats kann ein beliebiger flQssiger Trager venwendet werden, 
in dem die erfindungsgemalien Verbindungen gelSst oder emulgiert sind. Diese 
Flussigkeiten enthalten haufig auch Stoffe zur Regulation der Viskositat, ober- 
fiachenaktive Stoffe, Konservierungsstoffe, LOsungsvermittler, VerdQnner und 
weitere Zusatzstoffe, mit denen die Losung isotonisch eingestellt \Anrd. Zusam- 
15 men mit den 7a,17a-substituierten 11p-Halogensteroiden k5nnen auch andere 
Wirkstoffe verabreicht werden. 



Die erfindungsgemai&en 11p-Halogensteroide lessen sich so in Form einer De- 
potinjektion oder eines Impiantatpraparats, belspielsweise subkutan, anwenden, 
20 die so formuliert sein kdnnen, dafi eine verzogerte Wirkstoff-Freigabe emnag- 
llcht wird. l-lierzu kOnnen bekannte Techniken eingesetzt werden, beisplels- 
weise sich auflosende oder mit einer Membran arbeitende Depots. Implantate 
kdnnen als inerte Materialien beispielsweise btologlsch abbaubare Polymere 
enthalten oder synthetische Sllikone, beispielsweise Silikonkautschuk. Die er- 
25 findungsgema&en 1 1 p-IHalogensteroide konnen femer zur perkutanen Verab- 
£^ relchung beispielsweise in ein l=^aster e!ngeart>eitet werden. 



Die nachfblgend angegebenen Beispiele dienen zur naheren ErlSuterung der 
ErRndung: 




I 
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A, MikrobioloQische Svnthese: 



11a-Hydroxy-7a-methyl-estr-4-en-3,17-dton (Verbindung 4,B): 



Beispiel 1: 



10 




0H 



Mikrobfologlsche 
Hydroxyliemng 
und Oxidation 



3A 




Ein 2 l"Erlenmeyerkolben, der 1000 ml einer 30 min bei 121''C im Autoklaven 
sterilislerten Nahriosung aus 3 Gew.-% Glucose, 1 Gew.-% Maisquellwasser, 
• - - 0,2 Gew.-% NaNOs, 0,1 Gew.-% KH2PO4. 0.2 Gew.-% K2HPO4, 0,05 Gew.-% 

15 KCI, 0,06 Gew.-% MgS04-7H20 und 0,002 Gew,-% FeS04 THjO (pH 6,0) ent- 
hielt. wurde mit einer Schragrahrchen-Kultur des Stammes Gnomonie cingulata 
(CBS 16226) beimpft und 72 h lang bei 28'C auf einem Rotationsschuttler mit 
165 UpM geschuttelt. Mit dieser Vorzucht wurde ein 20 l-Femienter beimpft, der 
mit 191 sterilem Medium der gleichen Endzusammensetzung, wie fur die Vor- 

20 kultur beschrieben, beschickt war. AuBendem wurden vordem Sterilisieren noch 
1 ,0 ml Sillconei und 1 ,0 ml Synperonic (Oxoalkoholethoxylat) zur Schaumbe- 
kimpfung zugegeben. Nach einer Anwachsphase von 12 h bei 0,7 bar Ober- 
druck, einer Temperatur von 28*'C, einer Beluftung von 20 1/min und einer 
RQhrgeschwindigkeit von 250 UpM wurde eine LOsung yon 4,0 g 17p-Hydroxy- 

25 7a-methylestr-4"en-3-on in 40 ml DMF zugegeben, Es wurde weitergerQhrt und 
beluftet. Nach 135 I1 wurde die KulturbrQIie geemtet und 12 h lang mit 10 1 Me- 
thylisobutylketon und 5 h lang mit 5 I Methylisobutylketon extrahlert. Die ver- 
einlgten onganischen Pliasen wurden bis zurTrockene eingeengt Das SiliconOl 
wunje mit IHexan jierausgewasclien. Nach Chromatographie an Kieselgei mit 
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einem Gradienten aus Hexan und Ethylacetat wunden 1,64 g (39 %) 11a- 
Hydroxy-7a-methylestr-4-en-3, 1 7-d ion isoliert. 

5 Beispiel2: 




Mikrobiologische 
Oxidation 



10 Elh 2 1-Ertenmeyerkolben, der 1000 itil einer 30 mm lang bei 121 im AutoMa- 
ven steiilisierten Nahriosung aus 3 Gew.-% Glucose, 1 Gew.-% Malsquellwas- 
ser. 0,2 Gew,-% NaNOa, 0.1 Gew.-% KH2PO4. 0.2 Gew,-% K2HPO4. 
0.05 Gew.-% KCI, 0,05 Gew,-% lWgS04'7H20. und 0,002 Gew.-% FeS047H20 
(pH 6,0) enthlelt, wurde mit einer SchragnOhrchen-Kultur des Stammes Glome- 

15 re/fe dngulata (IFO 6425) beimpft und 72 h lang bei 28^C auf einem Rotations- 
schuttler mlt 165 UpM geschuttelt. Mit dieser Vorzucht wurde ein 20 1 Fermenter 
beimpft, der mit 19 1 sterilem Medium der gleichen Endzusammensetzung, wie 
fur die Vorkultur beschrieben, beschickt war. AuBerdem wurden vor dem Sterili- 
sieren noch 1 ,0 ml Silicon6l und 1 ,0 ml Synperonic zur Schaumbekampfung 

20 zugegeben. Nach einer Anwachsphase von 12 h bei 0,7 bar Oberdruck, einer 
Temperatur von 28°C. einer BelQftung von 10 1/min und einer RQhrgescliwin- 
digkeit von 350 UpM wurde eine L5sung von 2,0 g 1 73-Hydroxy-7a-methyIestr- 
4.en-3-on in 30 ml DMF zugegeben. Es wurde weitergeruhrt und belQftet, Nach 
19 h wurde die KulturbrQhe geemtet und 16 h lang mlt 20 1 Methylisobutylketon 
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und 23 h iang mit 20 1 Methylisobutylketon extrahlert. Die vereinigten organi- 
schen Phasen wurden bis zu Trockne eingeengt. Der RQckstand wurde in Me- 
thanol weltgehend gelOst Das Siiiconol wurde abfiltriert Es wurde eingeengt, 
und nach Chromatographie an Kieselgel mit einem Gradienten aus Dichlor* 
5 methan und Aceton wurden 1 ,55 g (73 %) 1 1 a.1 7p-Dlhydroxy-7a-methylestr-4- 
erh3-on Isollert. Nach der Umkristallisation aus AcetonA3iisopropylether wurden 
827 mg (39 %) weifie Kristalle vom Schmelzpunkt leS'^C und [q]o = -16'' 
(CHCI3, c = 0.501 ) isoliert. 

1 0 Ein 2 1-Erlenmeyerkolben. der 500 ml einer 30 min lang bei 121 ''C im Autokla- 
ven sterilisierten Nahriosung aus 0,5 Gew.-% Glucose, 0,5 Gew.-% Bacto-He- 
feextrakt, 0,1 Gew.-% Pepton und 0,2 Gew.«% Mafsquellwasser (pH 7,5) ent- 
hielt, wurde mit vier Kryo-Kugein einer KuJtur des Stammes Bacillus sphaericus 
(ATCC 7055) beimpft und 24 h lang bei 28''C auf einem Rotationsschuttler mit 
15 1 65 UpM geschOttelt. Mrt dfeser Vorzucht wurden vIer 2 1 Erienmeyerkolben. die 
500 ml steriles Medium der gleichen Zusammensetzung, wie fur die Vorkultur 
beschrleben, enthielten, mit je 10 % dieser Kulturbriihe beimpft. Nach einer 
Anwachsphase von 4 h bei einer Temperatur von 28°C auf einem Rotations- 
schuttler mit 165 UpM wurde in jeden Kolben eine Losung von 50 mg 1 1a,17p- 
20 Dihydroxy-7a-methyIestr-4-en-3-on in 2,5 ml DMF gegeben. Es wurde 48 h wel- 
teigeschuttelt Die vereinigten KulturbrQhen wurden zweimal mit 2 1 Methyliso- 
butylketon extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden uber Na- 
triiimsulfiat getrocknet und bis zu Trockne eingeengt. Dabel wurden 630 mg ei- 
nes olig-kristailinen Ruckstands erhalten. Nach der Umkristallisation aus Ace- 
25 ton/Dllsopropylether wurden 103 mg (49,2 %) gelbliche Kristalle vom Schmelz- 
punkt 189**C und [ab ^ +40,4' (CHCia, c = 0,529) Isoliert (Direklkrlstalllsation 
ohne vorherige chromatographische Aufreinigung). 



* I 
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Beispiel 3: 



^^.y JL JL/ Mikrobiologische 
[l^^X'^^''^ Hydroxylierung 




Ein 2 1-Erienmeyerkolben, derSQO ml einerSO min lang bei 121 ''C im Autokla- 
ven sterilisierten N^hrldsung aus 3 Gew.-% Glucose, 1 Gew.-% Maisquellwas- 
ser. 0,2 Gew.-% NaNOa, 0,1 Gew."% KH2PO4, 0,2 Gew.-% K2HPO4, 
0,05 Gew.-% KCI, 0,05 Gew.-% MgS04 7H2O, und 0,002 Gew.-% FeS04-7H20 
• 1 0 (pH 6,0) enthielt, wunde mit einer halben SchragrShrchen-Kultur des Stammes 
Aspergillus oohraceus (CBS 13252) beimpft und 72 h lang be! 28*0 auf einem 
j RotationsschOttler mit 165 UpM geschuttett. Mit dieser Vorzucht wurde ein 1 0 1 

! Femnenter beimpft, der mit 9.5 1 sterilem Medium der gleichen Endzusammen- 

selzung, wie fur die Vqrkultur beschnet)^^^ 
j 15 vor dem Sterilisieren noch 0,5 ml Slllconol und 0,5 ml Synperonic zur Schaum- 

i bekampfung zugegeben. Nach einer Anwachsphase von 6 h bei 0,7 bar Ober- 

dnjck, einer Temperatur von 28**C, einer BelQftung von 5 1/mln und einer Ruhr- 
gescliwindigkeit von 350 UpM wurde eine Losung von 1 ,0 g 7a-Methyle$tr-4- 
en'<3,17-dion in 15 ml DMF zugegeben. Es wurde weltergerQhrt und belOftet 
20 Nach 22 h wurde die Kufturbruhe geemtet und zweimal 4 h lang mit 7 1 Methyl- 
isobutylketon extrahterL Die vereinlgten organlschen Phasen wurden bis zur 
Trockne eingeengt. Der RQckstand wurde in Methanol wet^ehend gelost. Das 
Silioonoi wurde abfiltriert. Es wurde eingeengt, und nach Chromatographle an 
Kleselgel mft eInem Gradienten aus Dichlormethan und Aceton wurden 0,78 g 
25 (74 %) 1 1a-Hydroxy-7a-methylestr'4-en-3,17-dion isoliert. Nach der Umkristalli- 
safion aus Aoeton/Dlteopropylether wurden 31 1 mg (29,6 %) weil^e Krlstalte 
vom Schmelzpunkt 200**C und [ab = +52" (CHCI3, c = 0,5905) isoliert. 
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B, Chemlsches Herstellunosverfahren: 

Beispiel 4: Herstellung von 1 1 p-Ruor-1 7p-hydroxy-7a-methylestr-4-en-3-on: 
a) 1 1 p-Fluor-7a-methyl-estr-4-en-3,1 7-dion: 

2u einer L5sung von 13,08 g 11a-Hydroxy-7a-methyl-estr-4-en-3.17-dfon (her- 
gestellt mittels erfindungsgemafter mikrobiologischer Synthase {Te\\ A]) in 
.10 250 ml Toluol und 18,2 ml 1 ,8-DiazabicycIo[5,4,0]undec-7-en wurden bei 0*^0 
1 1 ,5 ml Perfluort)utan-1-sulfonsaurefluorid getropft. Nach 1 h wurde mit 2M- 
Salzsaure neutralisiert, auf Wassergegeben, viemnal mit Ethylacetat extrahiert, 
mit gesattigter Natriumchlorid-Losung gewaschen, getrocknet und rm Vakuum 
eingeengt Nach Chromatographieren des Rohproduktes an Kieselgel mit ei- 
15 nem Hexan/Ethylacetat-Gradienten wurden 8,7 g 1 1 (3-Fluor-7a-methyl-estr-4- 
en-3,17-dion erhalten, Schmelzpunkt: 101,4'C. [ah : +135,8** (CHCb). 



b) 11p-Fluor-17P-hydroxy-7a-metlliyle^^^ 

Eine Losung von 8,7 g 1 ip-Fluor-7a-methy»-estr-4-en-3,17-dton in 148 ml 
! 20 Tetrahydrofuran wurde be! 0**C mit 29,5 ml IM-Lithiumalumlniumtri-Jerf-butoxy- 

1 hydrid In Tetrahydrofuran tropfenweise versetzt und 5,5 h lang bei 0**C gerQhrt. 

AnschlleHend wurde bei O^'C verdDnnte Schwefelsdure zugeget>en, und die Re- 
aktionsldsung wurde auf Elswasser gegeben, drelmal mrt Ethylacetat extrahiert. 
\ neutral gewaschen, uber Natriumsulfat getrocknet, /. Vak, eingeengt, und an 

25 Kieselgel mit Hexan/Ethylacetat chromatographiert. Es wurden 5,8 g 1 1 p-FIuor- 
<0 1 7p-hydroxy-7d-methylestr-4-en-3-on, vom Schmelzpunkt 143-144''C erhalten. 

I [alo = +89.9r(CHCl3). 
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Beispiel 5: Herstellung von 11p-Fluor-17p-(4-su|famoylben2oxy)-7a-methylestr- 
4-en-3-on: 

Eine Losung von 500 mg 11p-Fluor-17p-hydroxy-7a-methylestr-4-en-3-on In 
5 7,5 ml Pyrldin wurde bei Raumtemperatur mit 750 mg 4-SuJfamoylbenzoesaure, 
800 mg N,N-DIcyclohexylcarbodlimid sowie 125 mg p-ToluolsuIfonsaure ver- 
setzt und 8.5 h lang gertjhrt. Dann wurde auf Natriumhydrogencarbonat-Losung 
gegeban» viemial mit Dichlomiethan extrahiert, neutral gewaschen, uber Na- . 
triumsulfat getrocknet, /. Va/f. eingeengt und an Kieselgel mit Dichlonnethan/ 
10 Aceton chromatographiert. Es wurden 302 mg 1 1 (3-Fluor-173-(4-sulfamoyt- 
ben2:oxy>-7a-methylestr-4-en-3-on vom Schmelzpunkt 232**C erhalten. [afc = 
+100.5 ^ (CHCI3). 



1 5 Beospiel 6: Herstellung von 1 7a-Ethinyl-1 1 p-fluor-1 7p-hydroxy-7a-methylestr-4- 
en-3-on: 

. a) 1 1 P-Fluor-3-metho5(y-7a-;met^^^ 

20 Elne Losung von 2 g 1 1 p-Fluor-7a-methylestr-4-en-3,1 7<lten in 20 ml 2,2-Di- 
methoxypropan wurde mit 200 mg Pyridiniunitosylat 6.5 h lang bei 80"C ge- 
rOhrt. Dann wurde mit Ethylacelat verdOnnt, mit Natriumhydrogencarbonat- und 
Natriumchlorld-Losung gewaschen, Qber Natriumsulfat getrocknet und /.Va/c. 
eingeengt. Es wurden 2'g rohes 1 1 p-Fluor-3-methoxy-7a-methylestra-3,5-dlen- 

25 17-on erhalten. 

b) 1 7a-Ethinyl-1 1 p^fluor-1 7p-hydroxy-7a-methylestr-4-en-3.on: 

Eine Losung von 9,17 g Cer-III-cIilorid in 60 ml Tetrahydrofuran wurde bei O'C 
30 tropfenweise mit 74,2 ml einer Ethinylmagnesiumbromld-Losung (0,5 M in 
Tetrahydrofuran) verselzt und 1 h lang bei 0°C gerQhrt. Anschliefiend wurden 
eine Ldsung von 2 g des rohen 11p.Flubr-3-meihoxy-7a-methylestra-3,5-dien- 
. 17-on in 40 ml Tetraliydrofuran tropfenweise zugegeben und weitere 3,5 h lang 
bei O'^C geruhrL Zur Aufarbeitung wurde eine gesattigte Ammoniumchlorid-L5- 



it 
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NUM032 



sung zugesetzl, iauf Wasser gegeben, dreimal mit Ethylacetat extrahiert, mit 
halbtonzentrierter Salzsaure, Natnumhydrogencarbonat- und Natriumchlorid- 
L6sung gewaschen, uber Natriumsulfat getrocknet, LVak. eingeengt und an 
Kieselgel mit Hexan/Ethylacetat chromatographieil Es wurden 1 ,15 g reines 
5 1 7a-EthJnyl-1 1 |5-fiuor-1 7p-hydrDxy-7a-methylestr-4-en-3-on vom Schmelzpunkt 
21 8-220'C erhalten. [ah = +1 9.2^ (CHCI3). 



Beispiel 7: Herstellung von 1 7a-Ethinyl-1 1 p-fluor-1 7P-hydroxy-7a-methylestr- 
10 5(10)-en-3HDn: 

j a) 3,3-Ethandiyldio;Qr-1 7a-ethinyl-1 1 p-fluor-7a-methylestr-5(1 0)-en-1 7p-cj|: 

i 

dPr Eine Losung von 700 mg 17a-Ethinyl-11 p-fluor-1 7p-hydroxy-7a-methyIestr'-4- 

1 5 en-3-on in 7 ml Dichlomiethan und 4,7 ml Ethylenglykol wurde mit 2,3 ml Tri- 
methylorthofomiiat und 30 mg p-Toluolsulfonsaurehydrat 6,5 h lang bei Raum- 
temperatur gerOhrt. Dann wurde auf Natriumhydrogencarbonat-Losung gege- 
ban, dreimal mit Ethytacetat extrahiert, neutral gewaschen« Qber Natriumsulfat 
getrocknet, /.V8/c. eingeengt und an Kieselgel mit Hexan/Ethylacetat chroma- 
20 tographlert. Es wurden 205 mg 3.3-Ethandlyldioxy-1 7a-ethln>^-1 1 p-fluor-7a- 
methylestr-5(1 0)''en-1 7p-ol erhalten. 

b) 1 7a-Ethinyl-1 1 p-fluor-1 7p-hydroxy-7a-methylestr-5(1 0)-en-3-on: 

25 EIne Losung von 205 mg 3,3-Elhandiyldloxy-1 7a'^thlnyl-1 1 p-fIuor-7a-methyl- 
0 estr-5(1 0)-en-1 7p-ol In 27 ml Methanol und 3,6 ml Wasser wurde mit 361 mg 

Oxalsaure 24 h lang bei Raumtemperatur gerOhrt. Dann wurde auf Natrium- 
hydrogencarbonat-Ldsuhg gegeben, dreimal mit Ethylacetat extrahlert, neutnal 
gewaschen. uber Natriumsulfat getrocknet LVak. eingeengt und an Kieselgel 
30 mit Hexan/Ethylacetat chromatographlert, Es wunden 95 mg 17a-Ethlnyl;i 1 p- 
fluor-1 7p-hydroxy-7a-methylestr-5(10)-en-3-on vom Schmelzpunkt 112-1 M'^C 
ertialten. 
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. Beispiel 8: Herstellung yon 17a-Ethinyl-1ip-fluor-7a-methylestra-1 ,3,5(10)- 
trien-3,17P-dlol: 

a) 1 13-Fluor-3-hydroxy-7a-methylestra-13,5(10Hrien-i7-on: 
5 ^ EIne Losung von 500 mg 1 1 p-Fluor-7a-niethylestr-4-en.3,17-dIon in 16,5 ml 
Acetonitril wunde mit400 mg Kupfer-II-bromid 6,5 h lang bei ZS^'C gerQhrt, 
□ann wurde mit Ethylacetat verdunnt, mit Natriumhydrogencarbonat- und Na- * 
triuftichlorid-Lasung gewaschen, Qber Natriumsulfat getrackhef, LVak. elnge- 
engt und an Kieselgel mit Hexan/Aceton chromatographiert. Es wurden 280 mg 
1 0 reines 1 1 (3-Fluor-3-hydroxy-7a-metliyiestra-1 ,3,5(1 O^-trien-l 7-on vom Sciimeiz- 
pu nict 1 85-1 se^'C eriiaiten. 




b) 17a-Ethinyl-1 1 p-fiuor-7a-methyle$tra-1 .3,5(1 OHrien-3.1 7p-diol: 

EIne Suspension von 2,03 g Cer-ril-chlorid in 7,5 ml Tetrahydrofuran wurde l>el 



15 O^C tropfenweise mit 16,5 ml einer Ethinylmagnesiumbromid-Losung (0.5 M in 
Tetrahydrofuran) versetzt und 0,5 li lang bei O^C geriJhrt. AnschljeBend wurden 
eine Losung von 280 mg 1 1p-Fluor-3-iiydroxy-7a-methylestra-1 ,3,5(1 0)-trien- 
1 7-on in 2,8 ml Tetrahydroftjran tropfenw^ zugegeben und weltere 3,5 In lang 
bei 0*C geruhrt. Zur Aufarbeftung wurde eine gesattlgte Ammoniumdilorid-Lo- 

20 sung zugesetzt, auf Wasser gegeben, viermal mit Ethylacetat extrahlert, neutral 
gewaschen, uber Natriumsullat getrocknet LValc eingeengt und an Kieseigei 
mit Hexan/Ethylacetat chromatographiert. 

Es wurden 220 mg 17a-EthinyI-1 1p-fluor-7a-methylestra-1 ,3,5(1 0)-trien-3,17p- 
25 diof vom Schmelzpunkt 115-11 7*C eriiaiten. 




! 
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Patentanspruche: 



1. Mlkrobiologisches Verfahren zur Herstellung von 7a-substituierten Ha- 
5 Hydroxysteroiden mit der allgemelnen Formel 4/B: 



o 




4,B 



wonn 



10 



15 



die Gruppierung P-Q ist, wobei 

P ein Cr bis C4<-All<ylen und Q ein Ci- bis C4-AIkyl- Oder Ci- bis 
C4-Fluoralkyl darstellt und die Gruppierung P-Q Ober P an das 
Steroidgmndgemst gebunden ist, 
a- Oder p-standig sein kann und fur H, CH3 Oder CF3 steht. und 
R^^ Memyi Oder Ethyl ist, 



.0 



bei dem ein 7a-substituiertes Steroid mit der allgemeinen Formel 3,A: 

OH 




3,A 
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worin R^, R**^ und R''^ dieselben Bedeutungen haben wie zuvor angegeben, 

unterVerwendung eines Mikroorganismus, ausgewahlt aus der Gruppe, umfas- 
5 send Aspergillus sp., Beauveria sp., Glomerella sp., Gnomonia sp-, Haplospo- 
rella sp. und Rhizopus sp., hydroxyliert und oxidiert wird. 

2, Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzetchnet daR der Mikroorga- 
nismus ausgewahlt ist aus der Gruppe. umfassend Aspergillus awamori, Asper- 
gillus Uscheri, Aspergillus malignus, Aspergillus nlger, Beauveria bassiana, 
Glomerella cingulata, Gnomonia cingulata, Haplosporelta hesperedica und Rhi- 
zopus stolonifen 

3, Mikrobiologisches Verfahren zur Herstellung von 7a-substituierten 11a- 
Hydroxysteroiden mit der allgemeinen Formel 4,B: 




4,B 



worin 

R^ die Gruppierung P-Q ist, wobel 

P ein Ci- bis C4-Alkylen und Q ein Ci- bis C4-Alkyl- oder Ci- bis 
C4-Fluoralkyl darstellt und die Gruppierung P-Q uber P an das 
Steroldgrundgerust gebunden ist, 

R^** a- Oder p-standig sein kann und fur H, CH3 oder CF3 steht, und 

R" Methyl Oder Ethyl ist, 
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bei dem ein 7a-substituiertes Steroid mit der allgemernen Formel 3,A: 



OH 




3,A 



wonn R"*^ und R^^ dieselben Bedeutungen haben wfe zuvor angegeben, 



o 



in einem ersten mikrobioFogischen Verfahrensschritt unter Verwendung eines 
ersten Mikroorganlsmus, ausgewShtt aus der Gruppe, umfassend Aspergillus 
sp,, Beauveria sp,, Glbberella sp., Glomerella sp., Gnomonia sp.s Metonhizium 
sp., Nigmspora sp., Rhizopus sp, und VerticBHum sp.. In 1 1a-Stellung hydroxy- 
1 0 liert wird unter Bildung eines 7a*substituierten 1 la-Hydroxysterpids mit der all- 
gemeinen Formel C: : 



OH 




15 



woTin R^, R''^ und R''^ dieseiben Bedeutungen liaben wie zuvor angegeben, und 

das entstandene 7a-substituferte 1 1a-Hydroxysteroid mit der allgemeinen For- 
mel C dann in eInem zweiten mikrobiologisciien Verfahrensschritt unter Ver- 
wendung eines zwielten Miluoorganismus, ausgewahit aus der Gmppe, umfas- 
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send Bacillus sp., Mycobacterium sp., Nocardia sp. und Pseudomonas sp., un- 
ter BHdung des 7a-substituierten Steroids mft der allgemeinen Formel 4,B oxi- 
diert\Arfrd- 



5 4. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzefchnet, daft der erste Mikrbor- 
ganismus ausgewahit 1st aus der Gruppe, umfassend Aspergillus mallgnus, 
Aspergillus melleus, Aspergillus nigen Aspergillus ochraceus, Beauveria bassi- 
ana, Gibbereila fujikuroi, Gibberelia zeae, Glomerella cingulata, Glomerella fu- 
saroides, Gnomonia cingulata, l\4etarrhizlum anisopliae, Nigrospora sphaerica, 
1 0 Rhizopus oryzae, Rhizopus stolonlfer und Verticillium dahliae. 

5. Verfahren nach einem der AnsprtJche 3 und 4, dadurch gekennzeichnet, daB 
der zweite Mikroorganismiis ausgewahit ist aus der Gruppe, umfassend Bacil- 
lus lactimorbus. Bacillus sphaericus, Mycobacterium neoaurum, Mycobacterium 
15 smegmatis, Nocardia corallina, Nocardia globervia, Nocardia minima, Nocardia 
restrictus, Nocardia rubropertincta, Nocardia salmonicoior und Pseudomonas 
testosteroni. 



6. Mikrobiologisches Verfahren zur Herstellung von 7a-substitulerten 11a- 
20 Hydroxysteiplden mit der allgemeinen Formel 4,B: 




4,B 



25 



wonn 



R'^ die Gruppierung P-Q Ist, wobei 



FAXG3 Nr: 152285 von NVS:FAXG3.I0.0201/03067000670 an NVS:PRINTER.0101/LEXMARK2450 (Seite 40 von 48) 
Datum 24.07.02 16:00 - Status: Server MRSDPAM02 (MRS 4.00) ubernahm Sendeauftrag 
Betreff: 48 Seite(n) empfangen 



24/07/2002 16:03 . Pfi EFFERTi BRESSEL UND KQLLE6EN -> 0P08921952221 NUM032 D041 



38 



P ein Ci- bis C4-Alky]en und Q ein Cr bis C4-Alkyl- oder Cr bis 
C4-Fluorali(yl darstelit und die Gruppierung P-Q Qber P an das 
SteroidgrtihdgerOst gebunden ist. 
fOr H, CH3 Oder CF3 steht, und 
R" IVIethyl Oder Ethyl ist. 



bei dem 7a-$ubstituierte Steroide mit der allgemeinen Formel D: 




10 worin R^^ und R^^ dleseiben Bedeutungen haben wle zuvor angegeben, 



unter Verwendung eines Mikroorganismus, ausgew§hlt aus der Gruppe, umfes- 
send, Aspergillus sp., Beauverid sp., Curvularia sp., Gibberella sp., Glomerefia 
sp-, Gnomonia sp., Haplosporella sp„ Helicostyfiim sp., Nfgrospora sp., Rhizo- 
1 5 pus sp. und Syncephalastrum sp., hydroxyliert werden. 



o 



20 



7. Verfahren nach Anspruch 6, dadurch gekennzelchnet, daR der Mikroorga- 
nismus ausgewahit ist aus der Gruppe, umfassend Aspergillus alliaceus, 
Aspergillus awamori, Aspergillus fischeri, Aspergillus malignuSt Aspergillus mel- 
leus, Aspergillus nidualans, Aspergillus nigen Aspergillus ochraceus, Aspergil- 
lus variecolor, Beauveria bassiana, Curvularia lunata, Gibberella zeae, Glome- 
rella cingulata, Glomerella fusaroides, Gnomonia cingulata, Haplosporella 
hesperedica, Helicostylum piriformae, Nigrospora sphaerica, Rhizopus oryzae 
und Syncephalastrum racemosum. 



25 
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8. MIkroblologisches Verfahren nach einem der AnsprQche 1 bis 7, dadurch 
gekennzelchnet dali fur CH3 steht. 

9. Mikrobiologisches Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 8, dadurch 
5 gekennzeichnet, da& R**^ fQr H steht 

10. Mikrobiologisches Verfahren nach einem der Ansprilche 1 bis 9, dadurch 
gekennzeichnet, dali R^^ fur CH3 steht 



10 1 1 . 7a, 1 7a-substituierte 1 1 p-Halogensterolde mit der allgemeinen Formel 
8,10,12: 




8,10,12 



o 



15 



20 



25 



worin 



U-V-W-X-Y-Z fur eine der Ringstnjkturen C^-C2-C^-C^=C^-C^°. 
C^-C^-C^-C'^-C^=C^*' Oder C^-C^-C^-C^-C^-C^^ steht, wobei in diesem Fall 
eine Oxogruppe (=0) an W (=C^) gebunden ist, oder fur die Ringstnjktur 
01=02-0^=^^-0^=0^, wobei in diesem Falle der Rest OR^ an W (= C^) 
gebunden ist, 

fOr H, Ci- bis C4-AIkyI, Ci- bis C4-Alkanoyl oderelnen cyclischen C3- 

bis Cy-Ether mit dem O-Atom des OR-Rests steht, . 

R^ die Gruppiemng P-Q ist, wobei 

P ein Ci- bis C4-Alkylen und Q ein Ci- bis C4-Alkyl- Oder Ci- bis 
C4-FluoralkyI darstellt und die Gruppierung P-Q uber P an das 
SteroidgrundgerUst gebunden ist. 
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R^** a- Oder p-standig sein kann und fOr H, CH3 oder CF3 steht und nur 
dann vorhahden ist, wenn XrY-Z nicht C^-C^-C^^ ist, 
R^^ ein Halogen Ist, 
R^^ Methyl Oder Ethyl ist, 
5 R^' fur H, Ci- bis Cis-AlkyI, alicyclisches Ci- bis Cie-Alkyl, Ci- bis C18-AI- 

kenyf, alicyclisches Ci- bis Cis-Alkenyl, Ci- bis Cis-AIklnyl, Ci- bis Cis- 
Alkylaryl, Ci- bis Cs-Alkylennitril oder fur die Gruppierung P-Q steht, wo- 
bei die Gruppierung P-Q die vorgenannte Bedeutung hat, 
R^^ for H, Ci- bis Ci8-Alkyl, alicyclisches Ci- bis Cie-AlkyI, Ci- bis Ci8-Ai- 

10 kenyl, alicyclisches Ci- bis Cie-Alkenyl, Ci- bis Cis-Alklnyl oder Ci- bis 

Ci8-AIkylaryl steht, wobel R"*^' auch uber eine Ketogruppe an die 17^- 
Oxygruppe gebunden sein kann, und wobel R^^' auch zusatzlich mit einer 
^ Oder mehreren Gruppen NR^R'*^ oder einer oder mehreren Gruppen 

''S^^ SOxR^** substituiert sein kann, wobei x = 0, 1 oder 2 und R^°, R^^ und R^*^ 

1 5 Jewells unabhangig voneinander dieselbe Bedeutung wie R**^ haben kdn- 

nen. 

sowie deren pharmazeutisch vertrSgllche Addltionssaize, Ester und Amlde^ 

20 12. 7a,17a-substituierte 1 1 ^-Halogensteroide nach Anspruch 11, dadurch ge- 
kennzeichnet daB U-V-W-X-Y-Z fQr die Rlngstruktur C^-C^-C^-C^=C^-C^** oder 
C^-C2-C^-C^-C5=C^^ Oder C'=C2-<;^=C^-C==C^° steht. 

13- 7a,17a-substituierte 1 1 p-Halogensteroide nach einem der Ansprilche 1 1 
25 und 12, dadurchgekennzeichnet,da&R''fQrH steht. 



14. 7a,17a-substituierte 1 1 P-Halogensteroide nach eihem der Ansprfiche 11 bis 

1 3, dadurch gekennzeichnet, daB R^ fur CH3 steht. 

30 1 5. 7a,17a-substitulerte 1 1 p-Halogenstero1de nach einem der Anspruche 1 1 bis 

14, dadurch gekennzeichnet, daS R^^ fur Fluor steht. 

16. 7a.17a-substitulerte 11 p-Ha]ogensterolde nach einenn der Ansprtiche 11 bis 
15* dadurch gekennzeichnet, daB R"^^ fQr CH3 steht. 
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17. 7a,17a-substituierte 1 1 P-Halogensteroide nach einem der Ansprtiche 1 1 bis 

16, dadurch gekennzeichnet, dafi R*^^ fQr H, CH3, Ci- bis Cis-Alkinyl. CN2CN 
Oder CF3 steht. 

5 

18. 7a,17a-sub5tftuierte 11^-Halogensteroide nach einem der AnsprQche 11 bis 

17, dadurch gekennzelchnet da& R^^ Ethinyt i$t. 

19. 7a,17a-substituierte Hp-Halogensteroide nach einem der Anspmche 11 bis 
10 18. dadurch gekennzeichnet, da& R^^' fur H steht. 



15 



20. 7a,17a-substituierte 1 1 p-Halogensteroide nach einem der Ansprtiche 11 bis 
19, namlich 

1 7a-Ethinyl-1 1 3-fIuor-1 7p-hydroxy-7a-methylestr-4-en-3-on 
1 7a-Ethinyl-1 1 p-.fluor-1 7P-hydroxy-7a-mGthylestr-5(1 0)-en-3-on 
1 7a-Ethinyl-1 1 P-fluor-7d-methylestra-1 ,3,5(1 0)-trien-3,1 7p-dlol. 



21. 7a-5ub$tftuierte 11p-Halogenestra-1 .3,5(1 OHriene mil der allgemelnen 
20 FormelC: 




6 



25 



worin 



R^ fur H, Ci- bis C4-Alkyl, Ci- bis C4-AIkanoyI Oder einen cyx;ll5Chen C3- 
bis Cr-Ether nriit dem O-Atom des OR^-Rests steht, 
die Gruppierung P-Q ist^ wobei 
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P ein Ci- bis C4-Alkylen und Q ein Ci- bis C4'Alkyt- Oder Ci- bis 
C4-Fiuoralkyl darstellt und die Gruppierung P-Q Ober P an das 
SteroidgrundgerQst gebunden 1st, 
R^^ ein Halogen ist; 
5 R" iVIethyl Oder Ethyl Ist 

sowie deren pharmazeutisch vertrSgliclie Additionssalze, Ester und Amide. 

22. 7a-substituierte 1 ip^HaIogenestra-1,3,5(10)-triene nach Anspruch 21, nam- 
10 lich 

1 1 p-Fluor-3-liydroxy-7a-methylestra-l .3,5(1 OHrien-1 7-on- 

23. Verfahren zur i-lerstellung von 7a,17a-substituierten 1ip-Halogensterolden 
15 mit der allgemeinen Formel 10 nacli einem der Anspmche 1 1 bis 20, in denen 

U-V-W-X-Y-Z fur die Ringstrulrtur C^-C^<J^^C^=C^-C^^ steht, mIt folgenden Ver- 
fahrensschritten: 



- Nukleophiie Substitution in einem 7a-substituierten 1 la-Hydroxysteroid 
20 mit der allgemeinen Formel 4,B In 1 1-Steilung mit einem Halodehydroxy- 

lierungsreagens; 

- Umsetzen des dabei entstandenen 7o-substituierten 1 1 |3-Halogenste- 
roids mit einem Alkylierungsmittel seiektiv am C^^-Atom des RlnggerQsts 
zu dem 7a,17a-substltuierten ll^-Halogensteroid mit der allgemeinen 

25 Formel 10. 

24, Verfahren zur Herstellung von 7a,17a-substiturerten 1 1p-Halogensteroiden 
mit der allgemeinen Formel 12 nach einem der AnsprQche 1 1 bis 20, In dehen 
U-V-W-X-Y-Z fQr die Ringstruktur C^-C^-C'-C^-C^=G^° steht. mit folgenden Ver- 
30 fahrensschrltten: 
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- Nukleophile Substitution In einem 7a-substjltuierten 1 1a-Hydroxysteroid 
mrt der allgemeindn Fonnel 4,B In 1 1-Stellung mit einem Halodehydroxy- 
liemngsreagens, 

- Umsetzen des dabei entstandenen 7a-substlfuierten 1 1 p-IHalogenste- 

5 roids mit einem Alkyliemngsmittel selektiv am C^^-Atom des Ringgerusts 

zu dem 7a,17a-subst]tuierten 1ip-Halogensteroid mit der allgemeinen 
Formei 10, 

- Isomerisieren des 7a,17a-substituierten 1ip-IHalogensteroids mit der all- 
gemeinen Formei 10 zu dem entsprechenden Isomer mit der allgemei- 

1 0 nen Forme! 12, bef dem 

U-V-W-X-Y-Z fur die Ringstiulctur C'-C^-C^-C^-C^=C^*^ stelit 



25. Verfahren zur Herstellung von 7a,17a-substituierten 1 1 p-Halogensteroiden 
mrt der allgemeinen Formei 8 nach einem der Anspruche 11 bis 20, in denen 

15 U-V-W-X-Y-Z fur die Ringstnjktur C^=C^'.C^=C*-C^=C® steht, mit folgenden Ver- 
fahrensschrltten: 

- Nukleophile Substitution in einem 7a-$ubstituierten 1 1a-Hydroxystenoid 

. , mit der allgemeinen Formel_4/B In 1 1-Stellung mit einem Halodehydroxyr 
lienjngsreagens, 

20 - Oxidleren des dabel entstandenen 7a-substituierten 1 1 |3-Haiogenste- 
roids zum 7a-substftulerten Estra-1 .3.5(1 0)-trien mit der allgemeinen 
Formei 6 nach einem der Anspriiche 17 und 18; 

- Umsetzen des 7a-substituierten Estra-1 ,3,5(1 0)-triens mit der allgemei- 
nen Formei 6 mit einem Alkylierungsmittel selektiv am C^^-Atom deis 

25 RinggerHsts zu dem 7a, 1 7a-substltuierten 1 1 p-Halogensteroid m'rt der 

allgemeinen Formei S. 

26. Verwendun^ der 7a,17a-substituierten 11|3-Halogensteroide mrt der allgei- 
meinen Formei 8,10,12 nach einem der AnsprQche 1 1 bis 20 zur i-ler$tellung 

30 von Arzneimittein. 

27. Pharmazeutische Praparate, enthaltend mindestens ein 7a,17a-substituier- 
tes 11|3-Haiogenstero[d mrt der aljgemeinen Formei 8,10,12 nach einem der 
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AnsprUche 1 1 bis 20 sowie mindestens einen pharmazeutisch vertraglichen 
Trager. 
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Mikrobiblogische Verlahren zur Herstellung von 7a-substituierten 11a- 
Hydroxv^teroiden, daraus herstellbare 7a,17a-subst1tulerte 11p-Halogen- 
steroide, deren Herstellung$verfahren und Verwendung sowie pharmazeu- 
tische Praparate, die diese Veil3indungen enthalteny sowie daraus hersteli- 
bare 7a-subsfituierte Estra-1 ,3,5(1 0)-triene 

Zusammenfassung: 



Es wird ein neuartiger SynthesGweg fOr die Herstellung von Vorprodukten for 
10 die Herstellung von Verbindungen mil der allgemeinen Formel 8,10,12 be- 
schrieben. Bei dieser Synthese entstehen in einer mikrobiologischen Umset- 
zung Verblndungen mit der allgemeinen Formel 4,B. Die Bedeutungen der Res- 
te R^, R^°, R^^ und R^^ sowie der Gruppierung U-V-W-X-Y-Z sind in 

den PatentansprOchen angegeben. 





15 



8.10,12 



4,B 




I 
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